肺癌是全球范围内发病率和致死率最高的恶性疾病之一，大约90%的肺癌患者死于转移^\[[@b1],\ [@b2]\]^，而骨转移占晚期肺癌的50%-70%^\[[@b3]\]^，这将进一步引起高血钙症、神经压迫、残疾、病理性骨折等症状，导致患者生活质量的迅速下降^\[[@b4]\]^。但是，目前在治疗肺癌骨转移方面我们取得的成果还很少，尚且没有一种完全有效的方法来预防和治疗骨转移。由于肺癌骨转移灶的形成是一个多因素、多步骤的复杂的生物学过程^\[[@b5]\]^，因此，一个合适的可以用来了解和探讨肺癌骨转移机制的小动物模型的建立就显得尤为重要，这对于以后探索出新的肺癌骨转移临床预防和治疗方案具有深远的意义。

由于在肺癌的几种病理类型中腺癌的骨转移率最高^\[[@b6]\]^，因此本实验我们以几种肺腺癌细胞系为基础进行肺癌骨转移裸小鼠模型的建立，希望能为以后进行肺癌骨转移机制的研究提供新的线索。

1. 材料与方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

### 1.1.1. 细胞系 {#s1-1-1}

本实验使用了四种肺腺癌细胞系：A549、NCI-H1299（以下简称H1299）、SPC-A-1、XL-2。其中A549、H1299由ATCC提供，SPC-A-1由上海市胸科医院提供，XL-2^\[[@b7]\]^是我们实验室从发生全身转移的肺腺癌病人的腹水中分离并建系。

### 1.1.2. 实验动物 {#s1-1-2}

SPF级BLAB/c-nu/nu裸小鼠50只，雌雄兼用，6 w-8 w鼠龄，体重20 g-22 g，由上海市肿瘤研究所提供，实验动物生产许可证号为SCXK (沪) 2012-0001；所有小鼠均在无特殊病原体(specific pathogen free, SPF)级环境中饲养，饲料和水自由摄入，使用许可证号为SYXK (沪) 2012-0001。

### 1.1.3. 主要试剂、耗材 {#s1-1-3}

胎牛血清FBS（Biowest, South America Origin），4%多聚甲醛固定液和EDTA脱钙液(上海威奥生物科技有限公司）、Transwell小室（8 μm pore size, Corning, USA）、Matrigel Matrix（BD Bioscience, USA）

### 1.1.4. 仪器设备 {#s1-1-4}

微计算机断层扫描技术（micro computed tomography, MicroCT）（skyscan1076，比利时）、全自动病理分析系统（Leica，德国）。

1.2. 方法 {#s1-2}
---------

### 1.2.1. 细胞培养 {#s1-2-1}

A549、H1299、SPC-A-1、XL-2四种细胞系培养条件为DMEM培养基，内含10%胎牛血清和青霉素（100 U/mL）及链霉素（100 mg/mL），细胞培养条件为37 ℃、5%CO~2~。

### 1.2.2. 细胞增殖能力 {#s1-2-2}

四种细胞均取2, 000个加入到96孔板各孔内，每天各种细胞均取3个孔，每孔加CCK8（Dojindo, Japan）、DMEM混合液110 μL，2 h后检测450 nm波长处吸光度以计算每孔内活细胞的数目。实验独立重复3次。

### 1.2.3. 细胞体外侵袭、迁移能力 {#s1-2-3}

将冻存于-20 ℃ Matrigel胶放于4 ℃过夜，使其由凝固状态变为液态；用DMEM将其稀释到1 mg/mL，并迅速加入到Transwell上室内膜上、铺平，每个小室40 μL，37 ℃孵育2 h。用DMEM悬浮细胞，浓度调整至1×10^5^/0.2 mL，接种于各上室，在各下室加入800 μL含10%FBS的DMEM培养基，37 ℃培养箱中孵育，18 h后取出小室，弃去培养基，用棉签拭去内表面未侵袭细胞；将各个Transwell放入100%甲醇中室温固定30 min，弃去各个上室内甲醇后，再将其放入0.1%结晶紫中染色30 min，然后PBS洗2遍，棉签将小室内表面擦拭干净，倒置显微镜下拍照，计数迁移到小室外表面的细胞数目，取平均值，实验重复3次。细胞迁移实验与侵袭实验不同之处：上室不需加入DMEM稀释的Matrigel胶，细胞浓度为5×10^4^个/0.2 mL，孵育时间为12 h左右。

### 1.2.4. 模型建立 {#s1-2-4}

#### 1.2.4.1. 实验分组 {#s1-2-4-1}

将50只裸小鼠随机分为5组，每组10只，其中一组为对照组，每只左心室注射0.2 mL生理盐水，另外四组为实验组，每只左心室注射0.2 mL相应四种肺腺癌细胞悬液，分别命名为A549实验组、H1299实验组、SPC-A-1实验组、XL-2实验组。

#### 1.2.4.2. 左心室注射 {#s1-2-4-2}

将以上四种细胞于细胞对数生长期消化下来，加入不含血清的DMEM培养基，调整细胞浓度为1×10^6^/0.2 mL，将小鼠仰卧固定在固定板上，用1%戊巴比妥钠按照每克小鼠体重0.01 mL的剂量进行腹腔注射麻醉，酒精棉球常规消毒小鼠前胸壁，1 mL胰岛素注射器（29 G, BD Bioscience）抽吸0.2 mL细胞悬液于胸骨左旁3 mm第二肋间、与胸廓成45度夹角，对准正中进针，一般进针6 mm，当针尖头有自动持续的鲜红色动脉血不断搏动地进入针芯即表明真尖已进入左心室。对照组小鼠用同样的方法进行注射，每只仅注射0.2 mL生理盐水。术后继续在SPF环境中饲养，并密切观察小鼠状态。

### 1.2.5. MicroCT扫描 {#s1-2-5}

观察小鼠状态，自左心室注射术后第2周起定期对各组小鼠运用MicroCT进行扫描（条件为40 KV，250 mA，分辨率35 μm），以确定是否已发生肺癌骨转移以及骨转移部位，并进行拍照，三维重建。

### 1.2.6. 组织病理学鉴定 {#s1-2-6}

以小鼠出现明显消瘦为这组实验结束点。选取实验组及对照组小鼠中轴骨（如：肋骨、脊柱、髂骨、肩胛骨）、四肢长骨等部位骨组织，将其截成0.5 cm×0.3 cm×0.2 cm大小骨片，生理盐水清洗后立即投入冷冻的4%多聚甲醛固定液中，4 ℃固定12 h-24 h；固定结束后骨片在0.2 mol磷酸缓冲液中充分漂洗。漂洗结束后投入EDTA脱钙液中，室温下脱钙，脱钙液每4天-5天更换一次新液，经过3次更换新液后，此后每天更换新液，直至骨片完全脱钙为止，每日检查脱钙情况，以大头针能刺进骨密质为完成脱钙标准。脱钙结束后，骨片用蒸馏水冲洗20 min，然后进行常规脱水处理、石蜡包埋、切片（切片厚度4.5 μm），行苏木素-伊红染色。

### 1.2.7. 统计学分析 {#s1-2-7}

数据采用SPSS 19.0统计软件进行统计分析。计量资料用Mean±SD表示，组间比较采用卡方检验或单因素方差分析，*P* \< 0.05为具有统计学差异。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 四种细胞体外增殖能力分析 {#s2-1}
-----------------------------

如[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}所示。

![体外生长曲线检测四种细胞之间群体细胞增殖能力。^\*^*P* \< 0.05，差异具有统计学意义。\
*In vitro* cell growth curve assay of four cell lines. ^\*^*P* \< 0.05, there was statistical significance among the proliferation ability of the four cell lines.](zgfazz-16-9-452-1){#Figure1}

2.2. 四种细胞之间体外侵袭、迁移能力比较 {#s2-2}
---------------------------------------

Transwell结果显示四种细胞体外无论是侵袭能力还是迁移能力均按A549、H1299、SPC-A-1、XL-2的顺序由高到低排列，具体结果如[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}所示。

![体外侵袭、迁移实验检测四种肺腺癌细胞系之间侵袭、迁移能力的差异。A：四种肺腺癌细胞之间迁移实验（×100）；B：四种肺腺癌细胞之间侵袭实验（×100）；^\*^*P* \< 0.05，四种细胞之间侵袭、迁移能力差异均有统计学意义。\
*In vitro* invasion and migration assays of 4 lung adenocarcinoma lines. A: The migration ability of 4 lung adenocarcinoma lines using the migration assay (×100); B: The invasion ability of the 4 lung adenocarcinoma lines using the matrigel invasion assay (×100); ^\*^*P* \< 0.05, there was statistical significance.](zgfazz-16-9-452-2){#Figure2}

2.3. 模型建立 {#s2-3}
-------------

### 2.3.1. 模型建立情况 {#s2-3-1}

5组小鼠左心室注射后全部成活。至实验结束，对照组小鼠生长状况良好，无明显消瘦、活动障碍等情况；实验组小鼠每组术后均有一定概率的消瘦，脊柱弯曲、肋骨、肩胛骨、下颌骨、髂骨、四肢长骨等不同部位的骨转移现象发生，每组小鼠骨转移率及具体骨转移部位见[表 1](#Table1){ref-type="table"}、[表 2](#Table2){ref-type="table"}。

###### 

四个实验组每组小鼠出现骨转移所用平均时间及每组骨转移概率

The average time cost and the bone metastatic rate of each experimental group

  Cell lines   Average time (d)   Bone metastases^∆^
  ------------ ------------------ --------------------
  A549         33±1^\*^           60% (6/10^\*\*^)
  H1299        57±4               40% (4/10)
  SPC-A-1      32±3               50% (5/10)
  XL-2         15±2               40% (4/10)

###### 

各实验组骨转移部位分析

Analysis on the bone metastatic sites of the experimental groups

  Cell lines   Axial skeleton^∆^   Limb bone
  ------------ ------------------- -----------
  A549         67% (4/6)^\*^       33% (2/6)
  H1299        75% (3/4)           25% (1/4)
  SPC-A-1      80% (4/5)           20% (1/5)
  XL-2         75% (3/4)           25% (1/4)

### 2.3.2. MicroCT结果 {#s2-3-2}

对照组小鼠MicroCT显示骨密度均匀，未见骨质缺损、骨折现象发生；实验组小鼠每组内均可见脊柱、肩胛骨、下颌骨、四肢长骨等不同部位低密度病灶，骨皮质缺损、骨组织破坏严重（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}）。

![对照组及各实验组小鼠MicroCT。A1-D1：对照组小鼠正常脊柱、肋骨、胫骨、肩胛骨MicroCT结果；A2：A549实验组内出现的脊柱转移；B2：H1299实验组内出现的肋骨转移；C2：SPC-A-1实验组内出现的胫骨破坏；D2：XL-2实验组内出现的肩胛骨变化；箭头所示处为各部位的骨质破坏。\
MicroCT of the mice in the assay. A1-D1: MicroCT of the mice in the control group show the normal spinal column, rib, tibia and scapula; A2: MicroCT of the mice in the A549 experimental group shows the spinal column metastasis; B2: MicroCT of the mice in the H1299 experimental group shows rib metastasis; C2: MicroCT of the mice in the SPC-A-1 experimental group indicates tibia metastasis; D2: MicroCT of the mice in the XL-2 experimental group indicates scapula metastasis; Arrows show different bone metastatic sites of lung cancer.](zgfazz-16-9-452-3){#Figure3}

### 2.3.3. 组织病理学结果 {#s2-3-3}

对照组小鼠骨组织切片正常，未发现转移灶；每个实验组小鼠骨组织切片经HE染色发现有肩胛骨、股胫骨、肋骨、脊柱等不同部位的肿瘤转移灶：骨髓腔内成片的肿瘤细胞排列紊乱、细胞分化差、核大浓染，骨组织结构消失，如[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}所示。

![实验组及对照组小鼠骨切片HE染色。A1：对照组小鼠正常脊柱；A2：A549实验组小鼠脊柱发生肿瘤转移的情况；B1：对照组小鼠正常肋骨；B2：H1299实验组小鼠肋骨处肿瘤转移情况；C1：对照组小鼠正常胫骨；C2：SPC-A-1实验组肿瘤胫骨转移；D1：对照组小鼠正常肩胛骨；D2：XL-2实验组小鼠发生肿瘤肩胛骨转移。\
HE staining was performed to confirm the bone lesion in the control group and experimental groups. A1: The normal spinal column in the control group; A2: Spinal column with tumor metastasis in the A549 experimental group; B1: Normal rib in the control group; B2: Rib with tumor metastasis in the H1299 experimental group; C1: Normal tibia in the control group; C2: Tibia with tumor metastasis in the SPC-A-1 experimental group; D1: Normal scapula in the control group; D2: Scapula with tumor metastasis in the XL-2 experimental group; T: Tumor, B: Bone.](zgfazz-16-9-452-4){#Figure4}

2.4. 骨转移分析 {#s2-4}
---------------

### 2.4.1. 四个实验组骨转移结果 {#s2-4-1}

体内实验每个实验组出现转移的小鼠数目、出现转移症状所用时间如[表 1](#Table1){ref-type="table"}所示。

### 2.4.2. 转移部位分析 {#s2-4-2}

至实验结束A549实验组、H1299实验组、SPC-A-1实验组、XL-2实验组出现骨转移的小鼠总数依次为6只、4只、5只、4只，对每个实验组内出现的骨转移按照中轴骨、四肢长骨进行归类，具体结果如[表 2](#Table2){ref-type="table"}。

3. 讨论 {#s3}
=======

目前对于骨转移模型建立的研究比较多的集中于乳腺癌^\[[@b8],\ [@b9]\]^及前列腺癌^\[[@b10]\]^，而对于肺癌骨转移模型建立的报道还比较有限，腺癌作为肺癌中骨转移率最高的一种病理类型，对其骨转移机制的探索越来越引起人们的重视。针对这一特点，本实验经过大量预实验的探索，最终通过左心室注射的方法获得了经影像学、组织病理均证实发生了骨转移的肺腺癌裸小鼠模型。临床上肺癌骨转移的部位通常首先累及中轴骨，其次为股骨、肱骨等四肢长骨，本实验中四个实验组内每组出现中轴骨转移的概率均明显高于四肢长骨，这与Coleman等^\[[@b11],\ [@b12]\]^研究的结论一致，肺腺癌骨转移裸小鼠模型建立成功。

左心室注射法是目前使用较广泛的一种肿瘤转移动物模型制作方法^\[[@b13]\]^，有很多优点，并且能验证"种子与土壤"学说^\[[@b14]\]^：肿瘤细胞充当种子，骨髓微环境充当土壤。在肿瘤细胞从原发灶脱落开始直至新的转移灶形成的过程中，这种方法建立的骨转移模型模拟的是肿瘤细胞从进入血液循环开始，随着血流到达骨的毛细血管床、穿过血管内皮间隙进入骨组织、与骨组织微环境经过一系列相互作用、在骨内增殖和导致骨质重构的过程；这与胫骨内注射法建立的乳腺癌及前列腺癌等恶性肿瘤的骨转移模型相比更接近于肿瘤转移的真实过程，因为后者模拟的只是肿瘤细胞定位于骨组织后的过程；所以，使用左心室注射的方法建立的肺癌骨转移模型形成的骨转移灶更与临床相似；并且，胫骨内接种的方法表现的骨转移主要为长骨骨干转移，这与临床上常见的椎体及骨骺端转移有所不同。

但左心室注射法由于易导致脑、肺、肾上腺皮质等其他部位和器官多发性转移的缺点^\[[@b15]-[@b16]\]^，以致骨转移灶尚未形成，实验动物已死于其他部位转移；再加上样本量有限等，可能导致了本实验中尽管我们选用的四种肺腺癌细胞系体外侵袭、迁移能力均按A549、H1299、SPC-A-1、XL-2的顺序由高到低排列，但体内四个实验组骨转移率的高低以及出现骨转移所用平均时间的长短却未呈这样的顺序排列。至于导致这种现象的具体原因，还有待于以后更进一步的实验探索。

与传统的放射学技术相比，MicroCT分辨率高、不存在图像重叠、伪影、比例放大等不足；与传统的组织学切片技术相比，MicroCT能够在不破坏样品的情况下对骨组织、活体小动物进行成像，还能精确进行图像三维重建，它成为我们判断骨组织破坏情况较为精准的方法之一。

总之，我们成功地建立了肺腺癌骨转移裸小鼠模型，成为研究肺腺癌乃至肺癌骨转移分子机制、探索出新的临床预防和治疗方案不可缺少的工具。
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